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Referat: 
Etwa 15% aller Paare bleiben ungewollt kinderlos. Männliche Faktoren sind in circa einem Drittel 
der Fälle als ursächlich anzusehen. Jedoch sind die Erfolgsraten der Therapie männlicher 
Infertilität durch assistierte Reproduktion auch nach über 30 Jahren seit deren Einführung 
unbefriedigend. Bestehende Spermienaufbereitungsmethoden wie einfaches Waschen, swim up 
oder die Dichtegradientenzentrifugation basieren auf makroskopisch-funktionellen Parametern 
wie Motilität und Morphologie. Spezifische Eigenschaften wie etwa eine aktivierte 
Apoptosesignalkaskade der Spermien werden dabei nicht berücksichtigt. Die wesentlichen 
Elemente verschiedener Signalwege der aus somatischen Zellen bekannten Apoptose konnten 
auch am humanen ejakulierten Spermatozoon nachgewiesen werden. Über die (negativen) 
Auswirkungen der Apoptose auf die männliche Fruchtbarkeit gibt es einen Konsens. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Selektionsmethoden zu entwickeln, welche auf subzellulärer 
Ebene intakte Spermien mit dem größtmöglichen Fertilisationspotential aus dem Ejakulat 
extrahieren. 
In einem ersten Versuchskomplex konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination von 
Dichtegradientenzentrifugation und swim-up (Standardmethoden in Reproduktionskliniken und 
andrologischen Laboren) zur Aufbereitung der Spermien von subfertilen Patienten eine 
akzeptable Reduktion der Spermien mit aktivierter Apoptosesignalkaskade erreicht werden kann. 
Jedoch gaben die großen interindividuellen Unterschiede im Separationseffekt Anlass zur 
Entwicklung innovativer Untersuchungs- und Separationsmethoden. 
So wurden unter anderem fluoreszenzbasierte Tests zur Evaluation von Spermiendefekten, wie 
beispielsweise einer gestörten Integrität des mitochondrialen Membranpotentials, eingeführt. In 
den Untersuchungen wurde die Praktikabilität dieser neuen Analyseverfahren im Routineeinsatz 
unter Standardbedingungen getestet und bestätigt. 
Die innovative Selektionsmethode der Annexin V-MACS Separation basiert auf der Bindung von 
Annexin V-MicroBeads an apoptotische Spermien, womit eine Subpopulation reifer, motiler und 
vitaler Spermien mit inaktivierter Apoptosesignalkaskade gezielt angereichert wird. Das Konzept 
wurde zudem erfolgreich auf ein (Glaswoll-) Festphasen-Filtersystem ohne frei schwimmende 
Microbeads übertragen. Dadurch gelang die Minimierung eines potentiellen Transmissionsrisikos 
der Microbeads bei der Anwendung im Rahmen der künstlichen Befruchtung. Den hohen 
Stellenwert dieser Verfahren belegen die Ergebnisse zweier in-vitro Modelle, an denen erstmalig 
gezeigt werden konnte, dass durch die Selektion von Spermien mit inaktivierter Apoptose-
Signalkaskade höhere Fertilisationsraten erreichbar sind.
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1 Einführung 
1.1 Einführung in die Thematik 
Infertilität betrifft etwa 15 % aller Paare mit Kinderwunsch, dabei sind männliche Faktoren in 
beinahe der Hälfte der Fälle als teilweise oder alleinige Ursache anzusehen (Sharlip et al. 2002). 
Assistierte Reproduktionstechniken (ART) wie beispielsweise die intrauterine Insemination (IUI), in-
vitro-Fertilisation (IvF) und die intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) sind bei Infertilität 
während der letzten 30 Jahre zur Behandlungsmethode der Wahl geworden. Jedoch sind die 
derzeitigen Erfolgsraten dieser Methoden nur suboptimal (Gleicher et al. 2006). 
Ein entscheidender Faktor für den Erfolg einer ART-Prozedur ist die Qualität der verwendeten 
Samenproben (Ombelet et al. 2003). Die Selektion humaner Spermien für ART basiert derzeit auf 
lichtmikroskopisch bestimmten Kriterien wie Viabilität, Motilität, und Morphologie (Henkel und Schill 
2003). Diese konventionelle Methode leistet Beachtliches, berücksichtigt allerdings nicht, dass 
optisch normal erscheinende Spermien bereits Apoptose-Charakteristika aufweisen können, 
welche teilweise für die niedrigen Fertilisations- und Implantationsraten bei assistierten 
Reproduktionstechniken verantwortlich sind (Oehninger et al. 2003). Wünschenswert wäre eine 
Selektionsmethode, welche den subzellulären Zustand des Spermiums berücksichtigt und somit 
eine Population nicht apoptotischer, hochmotiler Spermien für ART bereitstellt. 
1.1.1 Apoptose und Apoptosesignalwege 
Der Terminus Apoptose beschreibt das „Selbstmord“-Programm biologischer Zellen, welches auch 
als programmierter Zelltod bezeichnet wird (Kerr et al. 1972). Dieser kann von extrazellulär 
induziert - oder aufgrund zellinterner Signale ausgelöst werden. Apoptose ist von zentraler 
Bedeutung während der Organentwicklung. So führen Störungen der Apoptose-Regulation im 
Sinne einer abnorm erhöhten Resistenz gegenüber Apoptose-Induktoren zu Fehlbildungen, 
Autoimmunerkrankungen oder Neoplasien. Während die Apoptose einen geordneten Abbau der 
Zelle ohne begleitende Entzündungsreaktion und mit anschließender Phagozytose umfasst, 
werden Zellen nach schwerer Schädigung durch äußere Faktoren im Rahmen der Nekrose einer 
ungeordneten Zytolyse zugeführt. Rein morphologisch kommt es bei der Apoptose zu 
Veränderungen der Plasmamembranasymmetrie, zur Kondensation des Zytoplasmas und der 
nukleären DNA-Fragmentation (Kerr et al. 1972). Letztlich werden die Zellbestandteile in 
sogenannte „Apoptosekörperchen“ überführt und phagozitiert (Reed 2000). Merkmale der Nekrose 
sind die Schwellung der Zelle mit konsekutiver Ruptur der Plasmamembran und die Freisetzung 
von Zytoplasmabestandteilen in das umgebende Gewebe (Majno und Joris 1995). Seit der 
Entdeckung des programmierten Zelltodes (Kerr et al. 1972) wurden die Signalwege dieses 
Prozesses intensiv untersucht (Abb. 1). 
Ein zentraler Baustein der Apoptose sind die Caspasen – Cytosolic Aspartate Specific Proteases, 
welche Peptidbindungen von Aspartat spalten. Bezüglich ihrer Funktion unterscheidet man 
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Initiatorcaspasen (beispielsweise Caspase 8 und 9), von den eigentlichen Effektorcaspasen (im 
Wesentlichen Caspase 3, 6 und 7). Initiatorcaspasen ermöglichen die Weiterleitung der pro-
apoptotischen Signale durch Spaltung und Aktivierung weiterer Caspasen. Die Rezeptor-
vermittelte extrinsische (Typ-I) Apoptose wird durch membranständige Todesrezeptoren der TNF 
(Tumor Nekrose Faktor)-Rezeptorfamilie (beispielsweise: Fas) und durch spezielle Liganden 
(FasL, TNF alpha) realisiert. Nach Aktivierung der Initiatorcaspase via Todesrezeptor erfolgt die 
variable mitochondriale Amplifikation und schließlich die Aktivierung der Effektorcaspasen 
(Alimonti et al. 2001). 
Der intrinsische – mitochondriale Weg (Typ-II) der Apoptose wird über einen Komplex aus 
Cytochrom c, Apaf-1 (apoptotic-activating factor 1), dATP/ATP und Caspase 9, dem Apoptosom 
vermittelt (Li et al 1997). Die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytosol 
initiiert die dATP-abhängige Oligomerisierung von Apaf -1 mit anschließender Bildung des 
Apoptosomes. Die Pro-Caspase 9 wird dabei in die aktive Form überführt. Aktivierte Caspase 9 ist 
in der Lage, die ebenfalls in diesen Komplex integrierte Pro-Caspase 3 zu aktivieren (Bratton et al. 
2001). Darüberhinaus bewirkt Cytochrom c die Oxidation von Phosphatidylserin (PS), welches der 
Zellmembran innenseitig anliegt. In oxidiertem Zustand bewirkt PS einen Verlust der 
Membranasymmetrie und die konsekutive Externalisierung des PS (Kagan et al. 2000). 
Unabhängig davon können Mitochondrien den Apoptosis inducing factor (AIF) freisetzen, welcher 
direkten Einfluss auf die Membran und die DNA der Zelle hat (Joza et al. 2001). Wichtige 
Regulatoren dieser Prozesse sind die Proteine der Bcl-2-Familie (Green und Reed 1998). 
Dem ER-stressinduzierten Weg (Typ-III) der Apoptose liegen Alterationen in der 
Calciumhomöostase und die Wirkung fehlerhaft prozessierter Proteine zu Grunde. 
Verschiedene Elemente, der aus somatischen Zellen bekannten Signalwege der Apoptose, 
konnten bereits an Spermatozoen nachgewiesen werden. Unter anderem wurde die 
Externalisation des sich sonst ausschließlich an der Innenseite der Spermienmembran 
befindlichen Phospholipids Phosphatidylserin (EPS) gezeigt. Weitere Parameter einer aktivierten 
Apoptose-Signalkaskade in Spermien sind der Zusammenbruch des mitochondrialen 
Membranpotentials (MMP) beziehungsweise die Caspasenaktivierung (Glander und Schaller 
1999a, Oehninger et al. 2003, Paasch et al. 2004d). 
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Abb. 1: Mitochondrialer Signalweg des programmierten Zelltodes (Typ-II Apoptose) 
somatischer Zellen, welcher in Voruntersuchungen bereits in Spermatozoen nachgewiesen 
wurde. Obwohl auch Elemente rezeptor-vermittelter Apoptose (z.B. CD95) gefunden wurden, 
konnte keine Apoptoseinduktion auf diesem Signalweg nachgewiesen werden. 
 
Die Apoptose-Signalkaskade ist in höherem Maße in unreifen Spermien und bei 
Infertilitätspatienten aktiviert (Grunewald et al. 2005). Des Weiteren ist bekannt, dass Apoptose 
durch (unsachgemäße) Spermienaufbereitung sowie nach Kryokonservierung aktiviert werden 
kann (Paasch et al. 2004a, Paasch et al. 2001a, Paasch et al. 2001b). Interessanterweise besteht 
eine starke Korrelation zwischen Apoptose-Markern und der Motilität (Paasch et al. 2004c). Es 
scheint also, dass die Apoptose in Zusammenhang mit den Spermienparametern steht und somit 
deren Fertilisationspotential womöglich negativ beeinflusst. 
Das klassische Spermiogramm liefert leider keine Informationen über subzelluläre Prozesse in den 
Samenzellen. Aus diesem Grund und zur weitergehenden Analyse der Ursachen männlicher 
Infertilität wurden neue, fluoreszenzbasierte Assays eingeführt. Bestimmt werden damit z.B. die 
oben genannten Apoptose-Marker wie die Integrität des mitochondrialen Membranpotentials und 
der Plasmamembran (EPS) sowie die Aktivierung von Caspase 3 (Glander und Schaller 1999b, 
Marchetti et al. 2004, Paasch et al. 2004c). Der Einsatz von Fluoreszenzdetektionssystemen 
wurde gewählt, da diese sich bereits seit längerem bei der Untersuchung der Akrosomen durch 
Nachweis von CD46-Bindungen auf der Spermienoberfläche bewährt haben (Cummins et al. 
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1991). Idealerweise erfolgt die Analyse der Fluoreszensmarker anschließend an einer großen 
Zellzahl im FACS (Durchflußzytometer). Alternativ kommt die Fluoreszenzmikroskopie in Frage, 
hier können jedoch nur kleine Zellzahlen untersucht werden. Limitierende Faktoren sind dabei das 
Verbleichen des Fluoreszenzsignales nach Anregung im Mikroskop und der deutlich höhere 
Zeitaufwand. Nicht jedes andrologische oder reproduktionsbiologische Labor verfügt über einen 
unmittelbaren Zugang zum Flowzytometer, ggf. müssen die Proben verschickt werden. Zu Beginn 
der Arbeiten war jedoch nicht bekannt inwiefern diese Assays die hierfür benötigte Stabilität 
aufweisen. 
1.1.2 Spermienseparationstechniken 
Seit dem Beginn assistierter Reproduktionsverfahren vor circa 30 Jahren rückten neben 
gynäkologischen Gesichtspunkten immer mehr auch andrologische Indikationen in den 
Vordergrund. Die Forschung beschäftigte sich seither verstärkt mit der Physiologie und 
Pathophysiologie der männlichen Keimzellen und der Entwicklung suffizienter 
Separationsmethoden für funktionelle Spermien und der Auslese imotiler, morphologisch defekter 
Samenzellen und von Spermien mit geringer Fertilisationskapazität (Henkel und Schill 2003). 
Spermien, die im konventionellen Spermiogramm als motil und morphologisch intakt eingestuft 
werden, können allerdings im Spermiogramm nicht beurteilbare subzelluläre Schäden aufweisen, 
die bei der in vitro Fertilisation zu geringeren Schwangerschaftsraten führen (Spano et al. 2000). 
Bereits entwickelte, klassische Methoden zur Isolierung von qualitativ hochwertigen Spermien 
reichen vom einfachen Waschen und simplen Techniken wie dem Swim up (Lopata et al. 1976), 
über die Glaswollfiltration (Paulson und Polakoski 1977) bis hin zur Dichtegradientenzentrifugation 
(Gorus und Pipeleers 1981). All diese Aufbereitungsmethoden haben jedoch auch das Potential, 
die Spermien nachhaltig zu schädigen (Mortimer 1991). Beispielsweise sind 
Spermienselektionsmethoden wie die Dichtegradientenzentrifugation mit der Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) und vermehrter DNA-Framentierung assoziiert. DNA-Schädigungen sind 
sowohl im natürlichen Schwangerschaftszyklus als auch bei der assistierten Reproduktion negativ 
mit den Schwangerschftsraten korreliert. Zusätzlich stehen sie in Zusammenhang mit gesteigerten 
Abortraten. 
Einfaches Waschen 
Einfaches Waschen der Ejakulate bzw. Spermienaliquote erfolgt durch Zentrifugation und 
Resuspension in Pufferlösung. 
Swim up 
Die Methode nutzt die Eigenbeweglichkeit der Spermien, die aus einem Pellet in ein darüber 
geschichtetes Kulturmedium schwimmen (WHO 1999). Dabei trennt sie die motile, morphologisch 
intakte Fraktion zu über 90% von anderen Zellen und Detritus. Es konnte gezeigt werden, dass 
dabei die Anzahl der Spermien mit DNA-Fragmentationen reduziert werden kann (Younglai et al. 
2001). 
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Die Ausbeute an motilen Spermien ist allerdings nur submaximal, da nicht alle motilen Spermien 
aus tieferen Schichten des Pellets die Möglichkeit haben, an die Oberfläche und damit in das 
Kulturmedium zu gelangen. Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist die Pelletierung selbst, bei der 
die Spermien durch engen Zell-Zell-Kontakt miteinander bzw. mit Leukozyten und Detritus einer 
direkten Schädigung durch vermehrte ROS Produktion ausgesetzt sind. Der relativ hohe Anteil 
mehrfach ungesättigter Fettsäuren in der Spermienplasmamembran (Aitken und Clarkson 1987) 
erlaubt reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) Lipidperoxidation und damit verbundenen Verlust 
von Spermienmotilität und –funktion (Mortimer 1991). Um die Probleme, die sich aus der 
Pelletierung ergeben zu umgehen, wurde die Swim up Technik modifiziert, z.B. durch 
Migrationssedimentation. Inzwischen kann sie auch direkt vom liquefiziertem Ejakulat durchgeführt 
werden. 
Für Patienten mit Normozoospermie und Paaren mit weiblich bedingter Unfruchtbarkeit ist die 
Swim up Technik nach wie vor das Standardverfahren. Im humanen in vitro Modellversuch 
erreichten mittels Swim up aufbereitete Proben sehr hohe Befruchtungsraten. Jedoch zeigte sich 
ein Abfall der Befruchtungsraten bei Paaren mit idiopathischer Unfruchtbarkeit als auch bei 
Ejakulaten von oligo- und asthenozoospermen Männern, die mit dieser Technik aufbereitet 
wurden. Ihre Anwendung bei männlich bedingter Unfruchtbarkeit ist somit stark limitiert (Henkel 
und Schill 2003). 
Migration-Sedimentation 
Prinzipiell ist das Migration-Sedimentationsverfahren eine Verfeinerung der Swim up Technik, bei 
der dem klassischen Swim up ein Sedimentationsschritt hinzugefügt wird. Benutzt werden 
spezielle konische Glas- oder Plastikröhrchen. Hierbei schwimmen die Spermien direkt aus dem 
liquefizierten Ejakulat in das darüber geschichtete Kulturmedium und schließlich innerhalb einer 
Stunde in den Konus. 
Diese weiterentwickelte Swim up Methode ist deutlich schonender als zum Beispiel Techniken bei 
denen Zentrifugationsschritte nötig sind. Leider ist die Ausbeute an funktionstüchtigen Spermien zu 
gering, um die Methode als Standard zu etablieren. 
Glaswollfiltration 
Die 1977 von Paulson & Polakoski beschriebene Glaswollfiltration ist eine der ältesten und 
effektivsten Methoden zur Spermienseparation, die zudem nur einen sehr geringen 
Spermatozoenverlust aufweist. Die Auftrennung in motile und immotile Spermien erfolgt mittels 
dicht gepackter Glaswollfasern, die sich in einem Plastikröhrchen befinden. Die Technik nutzt die 
Eigenbeweglichkeit der Spermien und die Filterfunktion der Glaswolle aus (Henkel und Schill 
2003). Die Güte der Auftrennung ist unmittelbar mit der Beschaffenheit der Glaswolle verknüpft 
(Sanchez et al. 1996). Dabei spielen die chemischen Eigenschaften des Glases (z.B. Boratglas, 
Silikat- oder Quarzglas), die Dicke der Glaswollfasern, die Porengroße des Filters, sowie die 
Oberflächenbeschaffenheit und Ladung der Glaswolle eine Rolle. 
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Im Unterschied zum Swim up und anderen Sedimentationsverfahren erlaubt die Glaswollfiltration 
das gesamte Ejakulatsvolumen zur Auftrennung zu verwenden, so gelingt es, eine signifikant 
höhere Zahl motiler Spermatozoen zu gewinnen (Berger et al. 1985, Henkel et al. 1994). Diese 
Methode eignet sich also besonders für Patienten mit Oligozoospermie (Berger et al. 1985). 
Dichtegradientenzentrifugation 
Die Methodik der Dichtegradientenzentrifugation über einen kontinuierlichen (Bolton und Braude 
1984) oder diskontinuierlichen (Pousette et al. 1986) Gradienten bewirkt eine Anreicherung reifer 
und hochmotiler Spermien. In kontinuierlichen Dichtegradienten steigt die Dichte von der 
Oberfläche bis zum Boden des Gradienten kontinuierlich an, während sich im diskontinuierlichen 
Dichtegradienten zwei oder mehr Schichten unterschiedlicher Dichte deutlich voneinander 
abgrenzen. Dabei wird das Ejakulat auf die höherprozentige Schicht pipettiert und für 15 – 30 
Minuten zentrifugiert. Spermien mit hoher Eigenbeweglichkeit bewegen sich dabei aktiv entlang 
des Gradienten durch die Schichten bis zum Boden des Röhrchens, wo sie ein weiches Pellet 
bilden. Für schlechtbewegliche oder imotile Spermien stellen die Phasengrenzen ein 
unüberwindliches Hindernis dar.  
Magnetic activated Cell Sorting (MACS) 
Neu eingeführt wurde in den letzten Jahren das Annexin V - Magnetic Activated Cell Sorting 
(MACS) (van Heerde et al. 1995). 
Bei der magnetischen Zellseparation binden superparamagnetische MicroBeads (Eisenkügelchen, 
ca. 50 nm Durchmesser), gekoppelt an Antikörper oder Annexin V, während einer Inkubationszeit 
spezifisch an korrespondierende Epitope von Zellen. Die derart markierten Zellen werden nun auf 
eine sich in einem starken Magnetfeld befindliche Säule gegeben. Während die mit den 
MicroBeads markierten Zellen im Magnetfeld zurückgehalten werden, passieren die unmarkierten 
Zellen die Säule und können aufgefangen werden. Wird die Säule jetzt aus dem Magnetfeld 
entfernt, können die markierten Zellen ohne weiteres ausgespült und weiteruntersucht werden. Für 
die Annexin V MACS Spermienseparation werden MicroBeads verwendet, welche an das 
Phospholipid-bindende Protein Annexin-V gekoppelt sind. Annexin-V bindet selektiv an 
Phosphatidylserin und besitzt nicht die Fähigkeit, die intakte Spermien-Plasmamembran zu 
passieren (van Heerde et al. 1995). Somit indiziert die Bindung der Annexin-V markierten 
MicroBeads an Spermien die Beeinträchtigung ihrer Membranintegrität (Glander und Schaller 
1999b). 
Magnetic Activated Cell Sorting kombiniert mit Annexin-V MicroBeads ermöglicht es, basierend auf 
der Externalisierung von Phosphatidylserin, äußerst effizient nichtapoptotische von apoptotischen 
Spermien zu trennen. Dabei können nach der Durchführung beide Fraktionen, die Annexin-V 
negative (intakte Plasmamembran, nichtapoptotisch) und Annexin-V positive (beschädigte 
Plasmamembran, apoptotisch) zur weiteren Untersuchung problemlos benutzt werden (Glander et 
al. 2002, Grunewald et al. 2001). 
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Die Annexin V-MACS Technik ermöglicht auch nach Kryokonservierung die Anreicherung vitaler, 
hochmotiler Spermien mit überwiegend inaktiver Apoptose-Signalkaskade (Grunewald et al. 
2001,Paasch et al. 2004d). 
Die Kryokonservierung humaner Spermien ist für Patienten, die sich einer Krebstherapie 
unterziehen eine gängige Methode zum Erhalt der Fertilität (Sibert et al. 1999). Des Weiteren kann 
sie während der Behandlungszyklen assistierter reproduktiver Techniken (ART) wie in-vitro 
Fertilisation oder der intrazytoplasmtischen Spermieninjektion notwendig werden. Trotz zahlreicher 
Fortschritte auf dem Feld der Kryobiologie, haben kryokonservierte Spermien verglichen mit 
Spermien aus frischen Samenproben ein geringeres Fertilisationspotential (Anger et al. 2003, 
Donnelly et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass eine Auftrennung mittels Annexin V-MACS 
vor dem Einfrieren die Vitalität und funktionelle Integrität der Zellen erhalten kann (Said et al. 
2005). Damit bietet sich die Separation von Spermatozoen in einem weiteren Kontext mittels 
Annexin V-MACS an. Jedoch kann derzeit, aufgrund des Aufbaus des Annexin V-MACS Systems 
mit seinen in flüssiger Pufferlösung frei flotierenden superparamagnetischen Microbeads, der 
zufällige Transfer eines dieser MicroBeads in die Eizelle mit potentiell negativen Folgen nicht mit 
letzter Sicherheit ausgeschlossen werden. Die Annexin-V MACS-Spermienseparation wird derzeit 
nur experimentell angewandt, bei Beginn der jetzt vorgelegten Arbeit existierten ausschließlich 
Daten von gesunden Spendern. Diese zur experimentellen Separation eingesetzten Zellen fanden 
ausschließlich in in-vitro Modellen Einsatz. 
1.1.3 In-vitro Modelle der assistierten Reproduktion 
Humane Eizellen können in erster Linie aus ethischen Gründen nicht zur Determinierung des 
Fertilisationspotentials humaner Spermien im Rahmen von Studien verwendet werden. Für 
diagnostische und experimentelle Untersuchungen kommen daher (kryokonservierte) 
Hamsteroozyten anstelle der humanen Eizellen zum Einsatz. Der Penetrationstest zur 
Überwindung der Interspeziesbarriere Zona pellucida-gestrippten Hamsteroozyten 
(Hamsteroozytenpenetrationstest, HOP) dient zur Simulation der in-vitro Fertilisierung (Johnson et 
al. 1995). Die intrazytoplasmatische Injektion der Spermien in Hamstereizellen (H-ICSI) dient zur 
Simulation der ICSI (Ahmadi et al. 1996). 
In einer ersten Studie konnte anhand von Samenproben gesunder Spender gezeigt werden, dass 
alle drei oben genannten Apoptosemarker (EPS, MMP, Caspase 3 - Aktivierung) signifikant 
negativ mit der Oozytenpentrationsrate korrelieren (Grunewald et al. 2008). Durch die Auswahl 
nonapoptotischer Spermien gesunder Spender konnte eine signifikante Verbesserung der 
Oozytenpenetrationsraten im SPA, jedoch kein Anstieg der 
Spermienchromatindekondensationsraten nach Hamsteroozyten-ICSI (H-ICSI), welche Aufschluss 
über das Frühfertilisationspotential der humanen Spermien gibt, erreicht werden (Ahmadi et al. 
1996, Said et al. 2006). 
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1.2 Ableitung der Rationalen für die publizierten Studien 
1.2.1 Effekte einer kombinierten Aufbereitung durch 
Dichtegradientenzentrifugation und swim-up auf die Apoptose –
Signaltransduktion humaner Spermatozoen  
- Effects of post-density gradient swim-up on apoptosis signalling in human 
spermatozoa - 
Die auch aktuell unbefriedigenden Erfolgsraten assistierter Reproduktionstechniken geben Anlass, 
die Spermienseparation weiter zu optimieren. Ein Grund für die unterdurchschnittlichen Ergebnisse 
der Standardaufbereitungsmethoden der künstlichen Befruchtung (swim up, 
Dichtegradientenzentrifugation, Glaswollfiltration) könnte die Verwendung apoptotischer Spermien 
sein (Paasch et al. 2004b). Ist die Bedeutung der Apoptose in vielen somatischen Zellen bereits 
geklärt, bleibt deren Rolle in humanen Spermien weiterhin nicht vollständig ergründet (Sakkas et 
al. 1999, Sakkas et al. 2002). Ejakulate von Infertilitätspatienten zeigen jedoch sowohl 
apoptosetypische Charakteristika, wie zum Beispiel die Externalisation von Phosphatidyserin an 
die äußere Plasmamembran, die Aktivierung der Caspase 3 und geringe mitochondriale 
Membranintegrität, als auch eine niedrige Spermienqualität gemessen an 
Standardspermienparametern (Comhaire et al. 1988, Glander und Schaller 1999b, Grunewald et 
al. 2005, Oehninger et al. 2003, Paasch et al. 2003). Ziel des ersten Experimentalkomplexes der 
vorliegenden Arbeit war es, zu evaluieren, wie effektiv die Standardspermienaufbereitung 
(Dichtegradientenzentrifugation + swim-up) eines IVF–Labors apoptotische Spermien eliminieren 
kann. 
1.2.2 Stabilitätsanalyse des Fluoreszenzsignales von Assays zur Bestimmung der 
subzellulären Spermienfunktion  
- Stability of fluorochrome based assays to measure subcellular sperm 
function -  
Fluoreszenzbasierte Tests wurden kürzlich zur Evaluation subzellulärer Spermiendefekte, wie 
beispielsweise der Caspase 3 - Aktivierung (CP3), einer verminderten Acrosomenreaktion (CD46), 
sowie einer gestörten Integrität des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) und der 
Spermienmembran (EPS) eingeführt. Nicht jedes andrologische oder reproduktionsbiologische 
Labor verfügt über einen unmittelbaren Zugang zum Flowzytometer, welcher zur Analyse der 
Fluoreszenzsignale benötigt wird. Gegebenenfalls müssen Proben in andere Labore verschickt 
werden. Aufgrund der im Verlauf schwindenden Stabilität der Fluorochrome unter dem 
Fluoreszenzlicht besteht für jeden Untersuchungsgang ein begrenzter Zeitrahmen. 
Daher sollte im zweiten Experimentalkomplex die Praktikabilität dieser neuen Assays für die 
Routinediagnostik untersucht werden. Insbesondere wurde die Stabilität der Fluoreszenzsignale 
der Assays bestimmt. 
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1.2.3  Molekulare Glaswollfiltration als neue Methode der Spermienaufbereitung vor 
ART  
- Molecular glass wool filtration as a new tool for sperm preparation -  
Ziel des dritten Experimentalkomplexes war es, das Potential eines neuartigen Festphasen-Filters 
zu untersuchen. Die Annexin-V Glaswollfiltration kombiniert die herkömmliche Glaswollfiltration, bei 
der hochmotile Spermien die dicht gepackten Glaswollfasern unter Ausnutzung der Gravitation 
passieren (während dies weniger motilen Spermien nicht gelingt), mit der biomolekularen 
Separation nicht-apoptotischer Spermatozoen mit Hilfe von super-paramagnetischen Microbeads. 
Annexin V wurde dabei zuvor an kommerziell erhältliche Glaswollsäulen gekoppelt. Die Annexin V 
- Glaswolltechnik wurde an kryokonservierten und wieder aufgetauten Spermien getestet. Das 
Prinzip wurde hinsichtlich der Anreicherung vitaler, beweglicher und non-apoptotischer Spermien 
untersucht und unter dem selben Gesichtspunkt mit unbehandelter Glaswolle, kommerziell 
erhältlicher Glaswolle (SpermFertil-Säulen) und dem Annexin V – MACS verglichen. 
 
1.2.4 Gesteigerte Spermienchromatindekondensationsraten nichtapoptotischer 
Spermien von männlichen Infertilitätspatienten  
- Increased sperm chromatin decondensation in selected nonapoptotic 
spermatozoa of patients with male infertility - 
Eine vorangegangene Studie an Samenproben gesunder Probanden zeigte, dass durch die 
Integration von Annexin V - MACS in die Routinespermienaufbereitung eine Zellpopulation 
separiert werden kann, die sich sowohl durch bessere Standardparameter (Motilität, 
Funktionsfähigkeit) als auch durch eine höhere Anzahl der Zellen mit inaktiven Apoptose-
Merkmalen (intaktes mitochondriales Membranpotential, inaktive Caspase 3, niedrige DNA-
Fragmentationsrate) auszeichnet (Said et al. 2005). Ebenso konnten die Eizell-Penetrationsraten 
verbessert werden. Allerdings wurden im Vergleich zu herkömmlich aufbereiteten Spermien keine 
höheren Spermienchromatindekondensationsraten (SCD) nach Hamster-ICSI erreicht werden. Die 
Verfahren der assistierten Reproduktionstechniken wurden in zwei Tiermodellen simuliert. Der 
Hamsteroozytenpenetrationstest simuliert die In vitro Fertilisation (IVF), die Hamstereizell-ICSI (H-
ICSI) dient anhand der Spermiendekondensationsraten zur Beurteilung des 
Frühfertilisationspotentials der ausgewählten Spermien. Im Vergleich zu Ejakulaten gesunder 
Spender sind Ejakulate von Infertilitätspatienten im Bezug auf Standardspermienparameter und 
apoptoseassozierte Eigenschaften (wie beispielsweise: aktivierte Caspasen, disrupturiertes 
mitochondriales Membranpotential, DNA Fragmentation und Externalisierung von 
Phosphatidylserin), minderwertig (Comhaire et al. 1988, Glander und Schaller 1999a, Grunewald 
et al. 2005, Oehninger et al. 2003, Paasch et al. 2003). 
Dies warf die Frage auf, ob die Ergebnisse der gesunden Spender auf Spermien von 
Infertilitätspatienten übertragen werden können. So hatte der vierte Experimentalkomplex das Ziel 
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zu ergründen, ob mit Hilfe der Annexin V - MACS Technik auch in Samenproben mit subnormalen 
Parametern eine Anreicherung von Spermien mit inaktiver Apoptose-Signalkaskade und 
verbessertem Fertilisationspotential (Spermienchromatindekondensation) möglich ist.  
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2 Publikationsmanuskripte 
2.1 Effekte einer kombinierten Aufbereitung durch 
Dichtegradientenzentrifugation und swim-up auf die Apoptose-
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine neue molekulare Spermienseparationsmethode 
bezüglich ihrer Effektivität Spermien anhand apoptoseassoziierter Charakteristika aufzutrennen 
untersucht. Ziel war es, die Fähigkeit herkömmlicher Spermienaufbereitungsmethoden und deren 
Kombination mit Annexin V - MACS hinsichtlich ihres Potentials zur Steigerung der 
Fertilisationsraten bei ART zu bewerten. Mit den durchgeführten Experimenten sollten folgende 
Fragen beantwortet werden: 
 
1. Was leistet die Standardspermienaufbereitung eines ART-Labors in Bezug auf die 
Eliminierung apoptoseaktivierter Spermien aus Ejakulaten von Infertilitätspatienten vor ART? 
 
2. Wie langzeitstabil sind die Fluoreszenzsignale kürzlich zur Evaluation subzellulärer 
Spermiendefekte eingeführter Tests und wie praktikabel sind diese Assays somit im klinischen 
Alltag? 
 
3. Welchen Separationseffekt bezüglich der Selektion einer möglichst 
apoptoseparamerterfreien Spermienpopulation erreicht der molekulare Annexin V - MACS 
Glaswollfilter bei der Aufbereitung kryokonservierter und aufgetauter Samenproben? Dieses neue 
Festphasenfiltersystem reduziert das akzidentielle Transmissionsrisiko beim MACS-verwendeter 
MicroBeads (Eisenkügelchen) in die Oozyte bei anschließenden assistierten 
Reproduktionstechniken (IvF; ICSI). 
 
4. Welchen Effekt hat die Aufbereitung von Patientenspermien mit Doppel-
Dichtegradientenzentrifugation / Annexin V-MACS bezüglich eines Anstieges der 
Spermienchromatindekondensationsraten (SCD) im Hamster-ICSI Modell? Die SCD Rate gibt 
einen Hinweis auf die Frühfertilisationskapazität der Spermien. 
 
3.1 Kombination von Dichtegradientenzentrifugation und swim up 
Samenproben infertiler Patienten enthalten einen signifikant höheren Anteil an Spermien mit 
disrupturiertem mitochondrialem Membranpotential und aktivierter Caspase 3 im Vergleich zu 
Ergebnissen fertiler Männer, die in vorangegangenen Studien ermittelt wurden. In einer Mehrzahl 
der Samenproben konnte durch die Kommbination aus Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) und 
swim up eine Reduktion der Apoptose-Parameter (disrupturiertes MMP, aktivierte CP3) erreicht 
werden. Allerdings war der Separationseffekt sehr unterschiedlich ausgeprägt. So zeigte sich in 
einigen Proben nahezu kein Vorteil durch die Aufbereitung bezüglich der untersuchten Parameter, 
während in anderen eine deutliche Anreicherung nicht-apoptotischer Zellen erreicht wurde. Dies 
kann unterschiedliche Ursachen haben. Vor allem aber stammten die hier verwendeten 
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Samenproben nicht aus einem homogenen Spenderkollektiv, sondern von Infertilitätspatienten, bei 
denen aus verschiedenen Gründen die Indikation zur assistierten Reproduktion gestellt wurde. 
Eine Korrelation klassischer Spermiogrammparameter (Motilität, Morphologie) zum erzielten 
Separationseffekt im Sinne einer prädiktiven Aussage fand sich nicht fand. Daher kann anhand 
klassischer Spermiogrammparameter keine Vorhersage getroffen werden, inwieweit eine Probe 
von der DGZ/ swim up- Aufbereitung profitieren kann. Die Motilität war im Vergleich zu den 
unbehandelten Proben stets verbessert und in keiner der untersuchten Proben fand sich eine 
zusätzliche Induktion apoptotischer Prozesse durch die Aufbereitung mittels 
Dichtegradientenzentrifugation und swim up, so dass auf zellulärer und subzellulärer Ebene keine 
schädigenden Einflüsse festgestellt werden konnten. Der insgesamt deutliche Depletionseffekt 
apoptotischer Spermien lässt eine Empfehlung der Methode zur assistierten Reproduktion 
weiterhin uneingeschränkt zu. Die Integration neuerlich entwickelter molekularer 
Separationsmethoden, die die Standardaufbereitung mit einer Annexin V basierten Eliminierung 
apoptotischer Spermien kombiniert, könnte zu einer weiteren Reduktion solcher Spermien führen. 
3.2 Stabilitätsanalyse des Flureszenzsignals von Assays zur 
Bestimmung der subzellulären Spermienfunktion 
Ejakulate von Infertilitätspatienten weisen nicht selten Normalbefunde im klassische 
Spermiogramm auf (World Health Organization 1999). In vielen Fällen unklarer männlicher 
Infertilität besteht eine signifikant erhöhte Anzahl Caspase- und somit apoptoseaktivierter 
Spermien. Fluoreszenzbasierte Tests wurden kürzlich zur Evaluation solcher subzellulärer 
Spermiendefekte eingeführt. Obwohl aufgrund der im Verlauf verblassenden Fluoreszenz 
prinzipiell eine schnellstmögliche Messung der Fluoreszenzsignale anzustreben ist, kann die FACS 
– Analyse der Caspase 3 - Aktivierung auch innerhalb der folgenden 10 Tage, die von CD 46 – 
FITC innerhalb von 2 Wochen durchgeführt werden. Die flowzytometrische Evaluation der 
Integrität des MMP sowie der EPS muss hingegen sofort erfolgen. 
Alle Tests ließen sich in 1-2 Stunden im Routinelabor und auch parallel durchführen, womit sie als 
praktikabel einzustufen sind. Die Bestimmung subzellulärer Marker wie beispielsweise einer 
gestörten Integrität des mitochondrialen Membranpotentials und der Caspase 3-aktivierung 
erlauben eine weitere Optimierung der etablierten Methoden der Spermienaufbereitung (z.B. 
Dichtegradientenzentrifugation, Kryokonservierung und Wiederauftauen) vor ART. 
3.3 Integration des Annexin V - MACS in Kryokonservierungsprotokolle 
Der Prozess der Kryokonservierung und des Wiederauftauens humaner Spermien schädigt, auch 
unter Verwendung von Kryoprotektiva, die Spermien vor allem durch Temperaturänderungen und 
die Bildung von zellwandschädigenden Eiskristallen. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt 
werden, dass das Wiederauftauen zu einer Aktivierung der Caspasen, zu Störungen der Integrität 
des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) und zu Membranalterationen mit Externalisierung 
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von Phosphatidylserin (EPS) führt (Anzar et al. 2002, Grunewald et al. 2001, Martin et al. 2007, 
Pena et al. 2003). Der auf der Bindung von Annexin V-MikroBeads an apoptotische Spermien 
basierenden Annexin V - MACS Separation gelingt es, eine Subpopulation reifer, motiler und 
vitaler Spermien mit inaktivierter Apoptosesignalkaskade zu selektieren.  
Die Kombination der Annexin V - MACS Separation mit der Glaswollfiltration schafft einen 
Festphasen-Filter ohne frei schwimmende superparamagnetische MicroBeads. So kann eine 
Minimierung des akzidentiellen Transmissionsrisikos der Microbeads bei der 
intrazytoplasmatischen Spermieninjektion in die Eizelle erreicht werden. 
In der vorliegenden Studie sollte an Ejakulaten gesunder Spender die Effizienz der Annexin-V 
Glaswolle, der MACS-Separation, kommerziell erhältlicher Glaswolle (SpermFertil®) und reiner 
Glaswolle verglichen werden. Die Filtration der kryokonservierten und wiederaufgetauten 
Samenproben mit molekularer Annexin V Glaswolle senkte den prozentualen Anteil der CP 3 
aktivierten Spermien signifikant. Die Reduktion entsprach den Werten der MACS-separierten 
Annexin-negativen Fraktion. Dennoch erreichte die Verminderung der Spermien mit EPS und 
disrupturiertem MMP verglichen mit der Kontrolle keine statistische Signifikanz. 
Die Annexin V - Glaswollfiltration ist eine sichere und einfach durchzuführende 
Spermienseparationsmethode, welche im Vergleich zur MACS-Separation weniger Zeit 
beansprucht. Die Effektivität dieses Festphasen-Filtersystems bezüglich der Selektion einer 
hochmotilen, non-apoptotischen Spermienfraktion konnte gezeigt werden, dennoch bedarf die 
Methode weiterer Optimierung. 
3.4 Fertilisationspotential Annexin V - MACS separierter Spermien von 
Infertilitätspatienten 
Durch Integration des Annexin V - MACS in die Spermienstandardaufbereitung 
(Dichtegradientenzentrifugation) kann der Anteil der Spermien mit aktiver Caspase 3 (CP3), 
gestörtem mitochondrialem Membranpotential (MMP), externalisiertem Phosphatidylserin (EPS) 
und fragmentierter DNA stärker gesenkt werden als durch die alleinige Aufbereitung mittels 
konventioneller Methoden oder MACS allein (Grunewald 2003). Allein die Simulation von 
Standardtechniken der assistierten Reproduktion kann dabei das Fertilisationspotential der 
selektierten Zellen direkt bestimmen. 
In einem Vorversuch konnte gezeigt werden, dass dichtegradientenzentrifugierte, MACS-
separierte, nichtapoptotische Spermien gesunder Spender im Hamsteroozytenpenetrationstest 
(HOP, Simulation der In vitro Fertilisation) signifikant die höchsten Penetrationsraten der 
Hamstereizellen zeigen (% penetrierte Hamstereizellen und Anzahl der penetrierten Spermien / 
penetrierte Eizelle), gefolgt von den unseparierten Spermien der nur 
dichtegradientenzentrifugierten Kontroll-Alliquote. Die Fraktion der apoptotischen Spermien zeigte 
die signifikant schlechtesten Penetrationsraten. 
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Die intrazytoplasmatische Spermieninjektion wurde mittels Hamsteroozyten-ICSI simuliert. Obwohl 
der Befruchtungsprozess dieser Eizellen immer im Blastozystenstadium abbricht, stellen die 
Evaluierung der Spermienpenetration (HOP-Test) bzw. die 
Spermienchromatindekondensationsrate (SCD) im Anschluss an die H-ICSI geeingnete Methoden 
zur Beurteilung der Frühfertilisationonskapazität der Spermien dar. Die 
Spermienchromatindekondesationsrate (SCD) gibt einen Hinweis auf die Frühfertilisationskapazität 
der Spermien. Vergleicht man Spermien gesunder Spender nach der Aufbereitung mittels 
Dichtegradientenzentrifugation (Kontrolle) mit denen nach Dichtegradientenzentrifugation und 
Annexin V - MACS, so führte die Reduktion von Spermien mit aktivierter Apoptose-Signalkaskade 
nicht zu einer verbesserten Spermienchromatindekondensationsrate in der Hamster-ICSI. 
Allerdings wies die apoptotische Fraktion eine Erhöhung des Anteils um 55,3 % (aktive Caspase 
3), 48,0 % (gestörtes MMP), 49,1 % (EPS) und 6,6 % (DNA- Fragmentationen) auf und diese 
Spermien zeigten signifikant schlechtere Spermienchromatindekondensationsraten. Dies bedeutet, 
dass trotz der schwachen (aber statistisch signifikant nachweisbaren) Korrelation der Apoptose-
Parameter zur Spermienchromatindekondensation möglicherweise doch auch frühe Stadien der 
Fertilisation bei der ICSI durch eine aktivierte Apoptose-Signalkaskade negativ beeinflusst werden 
könnten. 
Die Simulation der IvF und ICSI wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels Annexin V - MACS 
aufbereiteten Spermien von Patienten mit OAT-Syndrom bzw. Teratozoospermie wiederholt. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass Spermien von Patienten mit einem OAT-Syndrom (Oligo-
Astheno-Teratozoospermie) bzw. einer Teratozoospermie auch durch Integration des Annexin-V 
MACS zu keiner Penetration im HOP-Test befähigt waren und somit auch keine Fertilisierung der 
kryokonservierten Hamsteroozyten erreicht werden konnte. In der klinischen Routine würden 
Proben dieser Patienten einer ICSI zugeführt, da die Anzahl normomorpher, motiler Spermien, die 
für eine erfolgreiche in-vitro-Fertilisation notwendig ist (Palermo et al. 1995) unterschritten ist. 
In der Hamster-ICSI wurden jedoch signifikant verbesserte SCD- Raten Annexin-V negativer 
Spermien (+12.9 % SCD, p = 0.005) im Vergleich zur ausschließlich 
dichtegradientenzentrifugierten Kontrolle erreicht. Dieser Effekt kann der signifikanten Reduktion 
der Spermien mit aktivierter Caspase 3 (-16,7 %) und disrupturiertem MMP (-16,9 %) in der 
Annexin-V negativen Fraktion nach MACS-Separation zugeschrieben werden. 
Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass es möglich ist, mittels der spezifischen Annexin-V-
Microbead basierten Methode, Spermien mit höherer Fertilisationskapazität effektiv anhand eines 
Oberflächenparameters zu selektieren. 
Nachteile der Implementation des Annexin V - MACS in Standardaufbereitungsprotokollen der 
assistierten Reproduktion sind die zusätzlich notwendigen Zentrifugationsschritte, welche bei den 
z.T. vorgeschädigten Spermien von Infertilitätspatienten zu einer Verschlechterung der Motilität 
führen. Für die verbesserten Spermienchromatindekondensationsraten blieb dies jedoch ohne 
Relevanz. Eine weitere Problematik des Annexin V - MACS liegt im Einsatz der Annexin-V 
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MicroBeads, die z.B. durch unsachgemäßen Einsatz der Methode akzidentiell in die Eizelle 
übertragen werden könnten. Das potentielle Risiko für die Embryonalentwicklung ist derzeit nicht 
abschätzbar. 
Die Annexin-V Glaswollfiltration stellt eine Übertragung des Annexin V - MACS auf ein 
Festphasensystem dar und bietet bei vergleichbarem Separationseffekt die Sicherheit vor 
akzidentiellen Bead-Übertragungen in die Eizelle. 
Vorteil der Annexin V - MACS Separation gegenüber anderen neu entwickelten 
Selektionsverfahren (Ainsworth et al. 2005, Bartoov et al. 2003) ist dabei der geringe personelle, 
apparative und zeitliche Aufwand der Methode. Die zur Annexin V - MACS benötigte Technologie 
ist relativ preiswert und ließe sich daher problemlos in die andrologische Laborroutine integrieren. 
Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Verbesserung der Fertilisationsraten im Hamster-





























The study at hand concerned the examination of new molecular based sperm preparation 
techniques regarding their effectivity to separate sperm based upon apoptosis-related 
characteristics and consequently prepare them to perform optimal in assisted reproductive 
technologies (ART). In detail, the ability of conventional sperm preparation techniques and their 
combination with Annexin V - MACS to improve the sperm early fertilization potential during ART 
was investigated. The following questions ought to be answered by the performed experiments: 
 
1.  How efficient is the routine sperm preparation concerning the elimination of spermatozoa 
with activated apoptosis signalling? 
 
2.  How long-term stable are the fluorescence signals and therefore how practicable  
are those recently developed tests for clinical practice? 
 
3. What separation effect regarding the selection of a preferably apoptosis-signaling-free 
sperm population has the Annexin V-MACS glass wool system when preparing 
cryopreserved and thawed spermatozoa for ART? 
 
4.   How effective is the preparation of sperm-aliquots from infertility patients with the double 
density gradient centrifugation / Annexin V - MACS – combination in order to increase the 
sperm chromatin decondensation (SCD) rates using hamster intracytoplasmic sperm 
injection (H-ICSI)? 
 
4.1 Combination of density gradient centrifugation and swim up 
Semen samples of infertile patients contain a significantly larger amount of sperm with disrupted 
MMP and activated CP3, compared to fertile donors. 
Using the density gradient centrifugation (DGC) / swim-up – combination for sperm preparation in 
the majority of aliquots a reduction of apoptosis signalling parameters (disrupted MMP, activated 
CP3) was shown. However there was a clear inter-individual variance of the separation effect. 
Several samples did benefit only very little from the preparation in terms of a reduction of the 
evaluated apoptosis parameters, others showed a significant enrichment of non-apoptitic 
spermatozoa. The investigated semen samples did not origin from a homogenous donor collective 
but from patients who had been scheduled for ART for different indications.  
There was no correlation between conventional sperm analysis parameters and separation effect - 
conventional sperm analysis parameters can not predict the benefit from DGC/swim-up preparation 
for a certain sample. Compared to untreated samples the motility of prepared samples was 
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constantly improved. No additive induction of apoptosis parameters through DGC/swim-up was 
found.  
A mean reduction of spermatozoa with disrupted MMP and activated CP3 of about 50% is an 
excellent outcome for a nonspecific method. Therefore DGC/swim-up is still recommended for 
standard sperm preparation until novel, molecular-based techniques are established. 
 
4.2 Stability of fluorochrome based assays to measure subcellular 
sperm functions 
Ejaculates of infertility patients often demonstrate normal sperm variables as determined by 
standard semen analysis (WHO 1999). In many cases of unexplicable male infertility a significant 
increase in caspase activation is verifiable. Recently developed fluorescence-based assays help to 
evaluate such subcellular sperm defects. 
Although, due to fading fluorescence, immediate analysis of the fluorescence signals is 
recommended, it is possible to evaluate activation of caspase -3 up to 10 days and the induction of 
acrosome reaction (deteced by labelling with CD46-FITC) within 2 weeks after staining of human 
sperm. FACS evaluation of the integrity of the MMP and EPS detection should be performed the 
same day.  
All applied assays can, even simultaneously, be conducted in 1-2 h and therefore are considered 
feasible for clinical use.  
4.3 Integration of Annexin V - MACS in cryopreservation protocolls 
The process of cryopreservation and thawing damages human sperm. Even the application of 
cryoprotectants cannot fully avoid the formation of ice crystals resulting in detrimental effects on 
the plasma membrane. Previous studies demonstrated that cryopreservation and thawing leads to 
activation of caspases, disruption of the integrity of the mitochondrial membrane potential and 
membrane alterations with externalization of phosphatidylserine in human sperm. Annexin V - 
MACS separation is based on the binding of annexin V-microbeads to exernalized 
phosphatidylserine of apoptotic spermatozoa. The method was proven earlier to select a 
subpopulation of mature, motile, viable sperm with inactivated apoptosis pathway. The application 
of Annexin V-based separation at glass wool filtration columns creates a solid-phase filter without 
free floating superparamagnetic microbeads (Annexin V-glass wool). Thus, a minimization of 
accidental transmission risk of microbeads into the egg during intracytoplasmic sperm injection can 
be achieved. In the present study based on fresh as well as cryopreserved-thawed ejaculates of 
healthy donors, the effectiveness of Annexin V glass wool, the MACS-separation, commercially 
available glass wool (SpermFertil ®) and raw glass wool were tested. The filtration of 
cryopreserved and thawed semen samples with Annexin V-glass wool decreased the percentage 
of sperms with activated CP3 significantly. The reduction corresponded to the values of the MACS-
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separated annexin V-negative fraction. However the reduction of sperm with EPS and disrupted 
MMP did not show statistical significance, compared to the untreated control. Annexin V – glass 
wool filtration represents a save and easy to handle sperm separation technique that can be 
performed in less time compared to MACS. The effectivity of this solid-phase filter to select a 
motile, non-apoptotic sperm fraction was shown, nevertheless further optimization is required. 
 
4.4 Fertilization potential of Annexin V - MACS separated sperm from 
infertility patients 
Earlier studies showed superior enrichment of non-apoptotic sperm when Annexin V - MACS 
separation is combined with standard sperm preparation protocols, e.g. densiy gradient 
centrifugation (DGC). It reduces significantly the proportion of sperm cells with active caspase-3, 
disrupted MMP, externalized phosphatidylserine and fragmented DNA. However the fertilizing 
potential of the selected cells was not proven directly.  
The in-vitro fertilisation as well as intracytoplasmic sperm injection, both standard techniques of 
assisted reproduction can be simulated using cryopreserved-thawed hamster ova (hamster oocyte 
penetration [HOP] test, H-ICSI). Although the fertilisation process of those ova always stops at the 
blastocyst stage, the evaluation of sperm penetration (HOP-test) and sperm chromatin 
decondensation rate (SCD) following H-ICSI respectively provide methods to test the sperm early 
fertilizing capacity. 
The simulation of the IVF and ICSI was investigated in this work by means of Annexin V - MACS 
prepared sperm from male infertility patients with oligo-astheno-teratozoospermia (OAT syndrome) 
or teratozoospermia.  
Combination of sperm preparation by Annexin V - MACS and density gradient centrifugation did 
not result in successful hamster oocyte penetration in patients with OAT syndrome or 
teratozoospermia.  
In clinical routine, samples of these patients would be scheduled for ICSI , as the number of 
normomorph motile sperm, which is necessary for successful in-vitro fertilization is too low. 
However, the combination of DGC and Annexin V - MACS significantly improved SCD rates after 
hamster-ICSI (annexin V-negative sperm: + 12.9 % SCD, P = 0.005 compared to control prepared 
by DGC only). This effect can be attributed to the significant reduction of sperm with activated 
caspase 3 (-16.7 %) and disrupted MMP (-16.9 %) in the annexin V-negative fraction after DGC 
plus MACS separation. 
This is the first time, to show that it is possible to effectively select sperm with higher fertilization 
capacity at-hand of a surface parameter using the specific Annexin V-microbead based method. 
Disadvantages of the implementation of the Annexin V - MACS in standard preparation protocols 
of assisted reproduction are the additionally necessary centrifugation steps, which may lead to a 
43 
deterioration of motility in the pre-damaged sperm of infertility patients. For improvement of SCD-
rates this remained without relevance. 
Another problem of Annexin V - MACS might be the use of Annexin V-microbeads, which could be 
accidently transferred into the oocyte. The potential risk to the embryo is not currently estimated. 
The Annexin V - glass wool filtration represents a transfer of the Annexin V - MACS technique on a 
solid phase filter system with comparable separation effects and offers a secure alternative to 
prevent accidental bead transfer into the egg. 
Advantages of the Annexin-V MACS separation are the small staff, technical and time effort of the 
method. The required technology for Annexin V - MACS is relatively inexpensive and could 
therefore easily be integrated into the andrological laboratory routine. The demonstrated 
improvement of fertilization rates in this study in the hamster-ICSI model have already been 
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